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上鎖」である SecM は，C 末端付近の「アレストモチーフ」を介してリボソームと相互作用すること
で，翻訳アレストを起こす。その翻訳アレストは，SecM の N 末端にある分泌シグナルが，Sec 膜透
過装置によって認識され，SecM が膜透過されると，おそらくはその時に生じる「引っ張り力」によっ
て解除される事が示唆されていた。ところが，今回，アレストモチーフと分泌シグナルに挟まれた中
央領域内に，翻訳アレスト解除に必要と思われる第 3 のエレメントが存在することが，SecM の変異
解析から明らかとなった。本研究では，伊藤研大学院生・中森健太氏が中心となって実験を遂行した。
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定出来る現在，我々は tmRNA の研究を手がかりにして，まず tmRNA 等 9 つの protease/ chaperon
が必須であることが発見できた。驚いたことに，これらの致死性は，栄養レベルの 20 アミノ酸で相
補された。従って，タンパク質分解によってアミノ酸が補われる protein turnover が役割をもつ可能
性が示された（文献）。
リボソームはアミノ酸のソースとして細胞内で最大であり，定常期で RMF により 70S リボソーム
が 2 量体 90S を形成し，HPF が安定な 100S を形成する現象が知られている。しかし，この 100S は，
protein turnover に関係するのか，関係するならばいつリボソームは分解するのか，リボソーム分解
を促進するのか阻害するのか，リボソーム分解は inclusion body を経由するのかどうか，が不明であっ
た。
そこで昨年発明した抗退色 GFP B maggio を染色体の rpsJ に protein fusion した株を上記新クロー
ニング法で作り，各ステージでの存在形態を，アガロースゲル電気泳動，SDS ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動，SDS による inclusion body からの抽出，しょ糖密度勾配超遠心で分析し，生死の
index である Colony Forming Unit と比較した。その結果，リボソームタンパク質は，リボソームと
して原形質に存在するか，中間状態にとどまらずに速やかに分解されるかのどちらかで，inclusion 
body での蓄積は少なかった。また，100S 形成を阻害する RpsB-GFP 株，RpsJ-GFP俆rmf 株，psJ-
GFP俆hpf 株では，リボソームはアガロース電気泳動では不均一な移動度を示し，分解かその前段階
を示した。また，CFU の減少も早期に起こった。つまり，100S 形成はリボソームを保護し，100S
の形成は生存を促進する。一方，100S の分解が阻害されている RpsJ-GFP俆yfiA 株でも，同様な
CFU の早期減少が観測されたので，100S 自体が生存を促進するのではなく，100S 形成と分解の適
切なタイミングが生存を促進する。また 100S 形成の時間経過は，ppGpp による stringent control に
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嶋本伸雄，RNA ポリメラーゼの動きを理解する　トピック 1 分子生物学，原田慶惠，石渡信一（編）化学同人
図 1． リガーゼを用いない fusion PCR。A. 同一塩基配
列をもつ線状 DNA を形質転換するだけで良い。B. 
Fusion PCR を利用した変異の導入。DpnI は大腸
菌内で作られたベクターを切断してバックグラウ
ンドを下げる。C. 様々な場合のプライマーの設計
法 D. 長い DNA の挿入法。
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（1）ADP リボシル化された RhoA の結晶構造
我々の研究室は，細菌の分泌する ADP リボシル化毒素を研究の主題として長らく研究を行ってい
る。イオタ毒素－アクチン複合体結晶構造は，このタイプの毒素では初めてのヒト基質タンパク質複
合体である（PNAS 2008, PNAS 2013）。さらに現在 C3 exoenzyme の結晶構造解析を進めている。
C3 は RhoA のアスパラギン（Asn41）を特異的に ADP リボシル化することが知られている。1987
年に発見された C3 は，その特異性から Rho GTPase の機能を探るツールとして多くの生化学の研究
室で使われ，RhoA, Rac1, Cdc42 の機能分担がわかってきた。Rho GTPase はその GTP 結合型と
GDP 結合型で，switchI,II の構造が変化し，シグナル伝達スイッチとして働く。現在まで，C3 が
Asn41 を修飾した ADP リボシル化 RhoA は，未修飾の RhoA と比べて大きな構造変化を伴うのかど
うか，不明であった。昨年度の 4 回生（江村）が，C3 が修飾した ADP リボシル化 RhoA の結晶構
造解析を行い，その修飾された構造を高い分解能で明らかにした。結果は GTP，GDP 型ともに未修
飾の構造と比べて大きな構造変化はなかった。ADP リボシル基は一部の電子密度は確認できたが，
ゆらぎのために全体を見ることはできなかった。この研究により，「ADP リボシル化 RhoA は
Guanine nucleotide exchange factor（GEF）や GDP-dissociation inhibitor（GDI）との結合に影響を
及ぼすが，これは RhoA の switchI,II の構造変化によるものでなく，修飾 ADP リボシル基の直接の
影響と考えられる」と結論した。この研究は，生命資源環境学科の 卒業研究発表会で最優秀賞を受
賞した（平成 26 年 2 月）（第 87 回日本生化学会年会ポスター発表）。




その詳細なフォールディング機構は分かっていなかった。そこで我々はまず，ASP と ORF2 の複合
体の構造を X 線結晶構造解析により決定した。その結果，ORF2 と ASP の結合様式は既知のセリン
プロテアーゼとプロ配列の結合様式に非常に似ていることが明らかになった。さらに生化学実験によ
り，ORF2 の N 末端，C 末端共に ASP のフォールディングに大きな影響を及ぼしていることを明ら
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カスパーゼ 3 の誘導が確認され，Hsp47 が無いことによって肝星細胞にアポトーシスが誘導されるこ
とが分かった。このことは，線維化疾患の治療において，Hsp47 が重要な創薬ターゲットとなること
を改めて示した（K. Kawasaki et al., J. Biol. Chem., 2015）。
また当研究室では，線維化疾患のターゲットである Hsp47 の機能阻害を目的とし，Hsp47 とコラー
ゲンの相互作用を阻害する化合物の探索を行い，既に化合物を得ている（特許所得済み）。今回，







フィド還元活性に特化する還元酵素 ERdj5 を発見し，ERdj5 が小胞体のレクチンタンパク質 EDEM
および分子シャペロン BiP と複合体を形成することを見出した。ERdj5 は小胞体で末期的にミス
フォールドした分解基質のジスルフィド結合を自身の還元活性で切断し，小胞体からサイトゾルへの
排出を促進し，タンパク質品質管理において重要な役割を果たしていることを見出した（R. Ushioda 
et al., Science 2008; M. Hagiwara et al. Mol.Cell 2011; R. Ushioda et al. Mol.Biol.Cell 2013）。
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（4）Moyamoya 病原因遺伝子 mysterin の機能
Moyamoya 病の原因遺伝子としてクローニングした mysterin は，分子量約 591kDa という巨大なタ
ンパク質をコードしていた。しかも，この分子はリボソームに近い大きさの巨大オリゴマーを作り，
ダイニンやプロテアソームに類似の ATP アーゼ型メカノエンザイムとして細胞内の物理的な過程に
寄与しているであろうことを明らかにした（D. Morito　et al., Sci. Rep.2014）。また，ゼブラフィッシュ
を用いたノックダウン実験により，mysterin が血管ガイダンスや神経筋発生に必須であり，しかもそ
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質は GroEL サブユニット界面，および GroEL-GroES サブユニット界面の疎水性残基と相互作用す
る（Motojima （2010） EMBO J）。シャペロニンによるタンパク質フォールディングにおける疎水性
残基の役割を調べるため，シャペロニン空洞表面に露出する疎水性残基に注目して研究を行った。疎










B）Hsp90 による Hsp70 シャペロンシステムの援助
真核細胞においては Hsp90 と Hsp70 系（Hsp70+DnaJ +GrpE）の協力はよく知られているが，最近，
原核細胞から精製された Hsp90 においても Hsp70 系と協同してタンパク質フォールディング援助を
行うことが報告された（Genest （2012） PNAS）。これは，Hsp90 が無くても大腸菌のストレス耐性









現に Hsp90 が必要な大腸菌タンパク質を同定するために，Hsp90 欠失した大腸菌と欠失していない
大腸菌において約 4000 種類の大腸菌タンパク質を発現させ（大腸菌遺伝子ライブラリー ASKA　
clone を利用），Hsp90 の存在によって発現が上昇するタンパク質の同定を行った。このうち約 100





た。その結果，ヒト F1 の ATP 加水分解駆動の回転には，1 回転辺り 9 点の短い停止（dwell）が存
在し，ATP1 分子あたりの回転角度である 120°には，3 点の停止が存在する事が判明した。この 3
つの dwell は 0°，65°，90°に存在し，ATP 結合が 0°，生成物リン酸（一つ前の turnover で発生し
たリン酸）の解離が 65°，ATP 加水分解が 90°にそれぞれ対応している事が明らかになった。この回
転モデルは，現在までに 20 以上報告されているウシ由来 F1 の結晶構造の多くをうまく説明する事
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ができ，いままで困難であった F1 の回転触媒機構を構造に基づいて議論する事が可能となった。
B）IF1 によるヒト F1 の阻害機構の分析
F1 の蛋白生阻害因子である inhibitory factor-1（IF1）の阻害機構の分析を顕微鏡 1 分子解析によ
り行った。その結果，IF1 は，F1 の回転を ATP 加水分解待ちの 90°で停止させることが明らかになっ
た。興味深い事に，阻害に陥っている F1 の回転子を外力（磁場）により ATP 加水分解方向に強制
回転させようとしても回転子は回らないが，逆の ATP 合成方向には回転できる事が見いだされた。
また，このATP合成方向への強制回転により，高い効率でIF1による阻害が解除される事が判明した。
この結果は，IF1 は ATP 加水分解反応のみを阻害し，ATP 合成反応は阻害しないという生化学的分
析結果をうまく説明する。つまり，ATP 加水分解方向へは ATP 加水分解により発生したトルクが
かかっても回転できずに阻害から解除できないが，ATP 合成時には Fo からの ATP 加水分解とは逆
向きの回転トルクにより回転でき，その回転により阻害が解除されると解釈できる。IF1 以外にも
resveratrol や piceatannol 等のポリフェノール等の生活習慣病の改善を引き起こす天然物による F1
の機能阻害も同時に分析を行った。
C）ウシ F1-ATPase の発現・分析システムの確立と機能解析
上記のようにヒト F1 を使って様々な分析を行ってきたが，現在利用できる F1 の結晶構造データー
はほとんどがウシ F1 であり，ヒト F1 は未決定であるため，ヒト F1 の構造 - 機能相関には限界があっ
た。そこでウシF1の分析システムを新規に確立し，詳細な構造機能相関分析を行う事を試みた。まず，
ウシ total RNA から F1 を構成している 5 種のサブユニットと 2 種類の分子シャペロンの遺伝子をク
ローニングし，大腸菌の発現ベクターに導入した。様々な培養・精製条件を検討した結果，ウシ F1
を大腸菌内で発現させ，精製する手法の確立に成功した。次に，ウシ F1 の回転子に 2 つの cystein
残基を導入し，ヒト F1 と同様に顕微鏡 1 分子観察により回転観察を行った。その結果，ウシ F1 は
ヒト F1 と同様に毎秒約 630 回転で高速に回転する事が判明した。現在，その回転機構の分析を行っ
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Abstract
Five research groups constitute Structural Biology Research Center and are studying the 
mechanism of “protein synthesis and quality control”.
Koreaki Ito: translation arrest/ Nobuo Shimamoto: Life and death of E.coli/ Hideaki Tsuge: 
Structural studies of infectious factors/ Kazuhiro Nagata: protein control in endoplasmic reticurum/ 
Masasuke Yoshida: chaperonin, ATP synthase
Five research groups are actively studying these topics and published 22 papers in international 
journals.
Keywords : translation arrest, 100S ribosome, chaperon, protein quality control in endoplasmic 
reticulum, ATP synthesis
Study reports from Structural Biology Research Center
Masasuke YOSHIDA
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